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Abstract 
Rab40c is a novel Rab protein, the property and function of which in mammalian 
cells has not been investigated in detail. This study prefers to explore the localization 
and biological function of Rab40c in cells. In this study, we defined the subcellular 
localization of Rab40c. Immunofluorescence indicated that over-expressing Rab40c 
locates on the surface of the lipid droplets, but not on Golgi, endosomal or lysosome. 
Over-expressing Rab40c can also associate with ERGIC53 containing structures, 
especially under starvation condition. Intriguingly, the distribution of Rab40c to lipid 
droplet is a dynamic process. Rab40c is gradually recruited to the surface of lipid 
droplets during lipid droplets formation and maturation. We further analyzed the 
effect of Rab40c on the morphogenesis of lipid droplets. Our results suggested that 
over-expressing Rab40c causes lipid droplets clustering and increases its size, and 
knockdown of Rab40c moderately decreases the size of lipid droplets. 
Over-expressing Rab40c can also increase the content of triglyceride in cells. 
Adipocyte differentiation stimulation increases the expression of Rab40c in 3T3-L1 
cells. Our findings suggested that Rab40c is involved in the biogenesis of lipid 
droplets. In addition, the molecular mechanism for Rab40c regulating the biogenesis 
of lipid droplets was investigated. Our results indicated that over-expressing Rab40c 
causes lipid droplets clustering independent of its GTPase activity, but completely 
dependent of the intact SOCS box in Rab40c. GST- pull down revealed that Rab40c 
not only interacts with Tip47, but also forms homodimer through SOCS box, which 
are essential for regulating the biogenesis of lipid droplets. Taken together, Our results 
suggested that Rab40c is a novel Rab protein associated with lipid droplets, and 
involved in regulating the biogenesis of lipid droplets. This work lays a good 
foundation for further studying the biological function of Rab40c, and provides new 
theoretical basis to find new drug targets for metabolic syndromes associated with 
lipid droplets. 
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第一章 前言 
1.1 Rab 蛋白背景及研究现状 
1.1.1 G 蛋白简介 
G 蛋白又叫鸟苷酸结合调节蛋白（guanine nucleotide-binding regulatory 
protein）。它是一类与 GTP 或 GDP 结合并催化 GTP 水解的蛋白质。G 蛋白广泛
存在于生物界，在细胞信息传导中起着极为重要的作用。它可以调控真核生物中
高度保守的跨膜信号传导通路[1]。 
G 蛋白根据组成和分子量大小可分为异源三聚体 G 蛋白（Heterotrimeric 
GTP-binding regulatory protein）、小分子 GTP 酶（Small GTPase）和超大 G 蛋白
三种类型[2]。广义上，某些翻译因子（如原核生物 EF-Tu 翻译延伸因子、真核
生物 eIF2 翻译启动因子）、微管蛋白、琥珀酸硫激酶和烯醇丙酮酸羧激酶也具有
与 GTP 结合的特性，也属于 GTP 结合蛋白的范畴。但是由于这些蛋白参与蛋白
质翻译的起始与延伸、细胞骨架的构建以及生物酶类的代谢，而不涉及细胞跨膜
信号的传导过程，因此，习惯上讲，不将这些类型的 GTP 结合蛋白称为 G 蛋白
[3]。G 蛋白是一个大家族，目前研究得较多的是异源三聚体 G 蛋白和小分子 GTP
酶。（图 1-1）。 
异源三聚体 G 蛋白是一类在真核细胞中保守的重要信号转导分子，位于膜
胞浆面的外周，由 α、β和 γ 3 个亚基组成。Gα亚基分子量一般为 39-46 KD，存
在两个重要的结构域：羧基端的 GTP 酶结构域（结合并水解 GTP）和氨基端的
α 螺旋结构域（调节鸟嘌呤核苷的交换）。Gα 亚基本身具有 GTP 酶活性并分布
有 GTP/GDP 结合位点、GTPase 活性位点、ADP2 核糖基化位点、质膜受体识别
与结合位点、胞内效应器结合位点等多种功能位点。这些功能位点与 G 蛋白负
责的生理功能关系极为密切，因此，Gα 也被认为是 G 蛋白的功能亚基。Gβ 亚
基分子量为 36kD 左右，含有 7 个 WD-40 重复序列，形成稳定的螺旋桨式结构，
氨基端是与 Gγ 亚基紧密结合的卷曲螺旋区。Gγ 亚基分子量只有 7-10 KD。βγ
二聚体通过共价结合锚于细胞质膜上起稳定 α 亚基的作用。异源三聚体 G 蛋白
有两种构象：一种以 αβγ 三聚体存在并与 GDP 结合的非活化型；另一种构象是
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Gi、Gq 和 G12（图 1-1）。其功能分别为激活腺苷酸环化酶、抑制腺苷酸环化酶、
激活磷脂酰肌醇特异的磷脂酶 C、调节离子通道等。G 蛋白主要参与 cAMP 信号
通路和磷脂酰肌醇信号通路的调节。它的表达异常将会导致糖尿病、失明、抑郁、
癌症等疾病的发生。 
小 G 蛋白（small GTPase family）是普遍以单体形式存在于真核细胞中的一
类与 GTP 结合的蛋白家族。由一条多肽链构成，分子量较小，蛋白分子量大约
在 20-30KD 之间。 先发现的小 G 蛋白是致癌基因 Ras，因此人们习惯把 Ras
超家族作为小分子 GTP 酶的代名词。随着对该家族的深入研究，经过鉴定的成
员已经超过了 150 个。根据其结构、序列和功能的不同，人们把 Ras 超家族分为
5 个亚家族，分别为 Ras、Rho、Rab、Arf /Sar 和 Ran[4]（图 1-1）。Ras 家族在
酵母和哺乳动物中调节细胞分化增值过程，Rho 家族调控细胞骨架重组、细胞壁





图 1-1 G 蛋白分类 
Figure 1-1 Classification of GTP-binding protein superfamily 
 
1.1.2 Rab 蛋白背景 


















人们发现一些 Rab 蛋白及其效应因子在信号传导中也起重要作用[6, 7]，并进一
步影响细胞的迁移、增殖、分化[8, 9]， 甚至凋亡[10]。一旦 Rab 蛋白功能异常，
便会引起疾病的发生比如神经病变、Ⅱ型糖尿病、免疫缺陷、失明或癌症[11, 12]。 







用。Rab 基因 早是由 Novick 发现的。他从芽殖酵母（Saccharomyces cerevisiae）
中分离出许多细胞正常分泌必需的基因并以 SEC 系列命名[13]。Gallwitz 等[14] 
后来在肌球蛋白基因和微管蛋白基因之间发现了 YPT1 基因。SEC4 基因和 YPT1
基因突变导致分泌缺陷，这两个基因都编码一种小分子 GTP 结合蛋白（即 Sec4
和 Ypt1）。随后，Touchot 等[15]从哺乳动物大鼠（Rattus norvegicus）大脑 cDNA
文库中克隆到一个与 SEC4/Ypt1 基因功能类似的同源物，并命名为 Rab（ras-like 
in rat brain）。近年来，在酵母（Yeast）、线虫（Caenorhabditis elegans）、果蝇
（Drosophila melanogaster）、拟南芥（Arabidopsis thaliana）和人等生物体中鉴定
出的 Rab 蛋白遍及细胞内各类细胞器及运输囊泡，以调节囊泡特定的运输途径。 
目前对不同物种基因组中 Rab 蛋白基因序列分析表明，Rab 蛋白在真核生物
的进化过程中是高度保守的，但在酵母、无脊椎动物、被子植物、哺乳动物等家
系中表现出数量的多样性和功能上的分化[5, 16, 17]。酵母中的 Rab 蛋白称为 Ypt 
蛋白（Yeast protein transport），目前裂殖酵母（Schizosaccharomyces pombe）含
有 少数量的 Rab 蛋白基因，仅编码 7 个 Rab 蛋白，且都具有可检测的表型特
征，如囊泡数量的增加和减少（Ypt4p、Ypt7p）、囊泡的累积（Ypt5p）等。芽
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胞生存所必需的，它们参与细胞的胞外分泌。有 5 种蛋白即 Ypt51、Ypt52、Ypt53、
Ypt6 和 Ypt7 参与细胞的内吞过程，为非必需蛋白。Ypt10 和 Ypt11 的功能目前
还不清楚[18]。线虫、果蝇含有中等数量的 Rab 蛋白基因，各编码 29 种 Rab 蛋
白。线虫仅有 1000 个左右的细胞，而果蝇有 30 亿个细胞，可见，Rab 蛋白的数
量并不因细胞数量的增加而增加。拟南芥基因组编码 57 种 Rab 蛋白[19, 20]。




保守的。而且在 Rab 蛋白功能系统发育树中，共分离的 Rab 蛋白表现出相似的
功能或定位。初步推断，它们可能有共同的祖先。 
1.1.2.2 Rab 蛋白的结构 
Rab 蛋白是一种单体形式的 GTP 结合蛋白，由 200 个左右的氨基酸组成。
能够结合 GTP 并将 GTP 水解。Rab 蛋白具有一些共同的结构特征[21, 22]，即由
保守的 G 结构域和高度可变的氨基端和羧基端组成。 
通过 X-射线晶体衍射分析，G 结构域由 5 个 α 螺旋（α1-α5）、6 个 β 片层
（β1-β6）和 5 个多肽环（G1～G5）组成。β2 与另外 5 个 β片层反向平行形成
疏水的核心，被亲水的 5 个 α螺旋包围，连接它们的则是 5 个多肽环。多肽环的
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图 1-2 Rab3A 的二级结构[23] 
Figure 1-2 Secondary structure of Rab3A[23] 
 
Rab 蛋白在体内以两种构象形式存在：活化型和未活化型。G 结构域中构象
发生变化的区域称为分子开关区域，包括分子开关 I（Swith I）和分子开关 II 
（Swith II），分别位于 G2 和 G4-a2-G5。Switch I 和 Switch II 是根据与 GTP 或
GDP 结合的结构特征而命名的[24, 25]（图 1-3）。基因突变研究表明，switch I
和 switch II 是 Rab 与互作分子如鸟嘌呤核苷酸交换因子（guanine nucleotide 
exchange factor，GEF）、GTPase 活蛋白（GTPase-activating protein，GAP）以及
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